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ADP   adenosine 5’-diphosphate 
AMP   adenosine 5’-monophosphate 
ATF   activating transcription factor 
ATP   adenosine 5’-triphosphate  
ATPγS   adenosine 5’-O-(3-thiotriphosphate) 
BSA   bovine serum albumin 
CCL   CC chemokine ligand 
CREB   cyclic AMP response element binding protein 
CXCL   CXC chemokine ligand 
CXCR   CXC chemokine receptor 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 
ERK   extracellular signal-regulated protein kinase  
FBS   fetal bovine serum 
GAPDH   glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GRO   growth related oncogene 
ICAM   intercellular adhesion molecule- 
IFN-γ   interferon-gamma 
IkB   inhibitor of kappa B 
IL   interleukin 
JAK   janus kinase 
HEPES   2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
NHEK   normal human epidermal keratinocyte 
PBS   phosphate buffered saline 
PPADS   pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2´, 4´-disulfonic acid 
RT-PCR reverse transcription-polymerase chain reaction 
SDS-PAGE  sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
STAT   signal transducers and activators transcription 
TGF   transforming growth factor 
TNF   tumor necrosis factor 
UTP   uridine 5’-triphosphate 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
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Fig. 1 Wound healing or hyperplasia of epidermis following exposure to environmental stimulation 

















ゼである Janus kinase (JAK)の活性化に関連するサイトカイン受容体やGタンパク質共役型受容体、
または表皮増殖因子受容体のような受容体型チロシンキナーゼを介した細胞内イベントとして広く
知られている(11, 17-20)。サイトカイン類や増殖因子は、各受容体に作用した後、チロシンキナーゼ
を活性化させることにより、STAT3 の 705 番目のチロシン (tyr705)にリン酸基を付加する。リン酸化
を受けた STAT3は、互いのリン酸化チロシン残基を有する Src homologｙ 2 (SH2)ドメインにおける
相互作用により二量体を形成し、核内へと移行後、本転写因子が制御する遺伝子に結合する(21)。
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Fig. 5 Possibility that extracellular ATP becomes the aggravation factor 
of psoriasis . 
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トカインである IL-6 の産生を誘導する(42, 43)。一方、Interferon-γ (IFN-γ)で刺激した培養ヒト表皮細

















院医学系研究科 神経・感覚器病態学講座皮膚科学分野 相場節也 先生らによって行われたも
のである。 
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ロットの異なる 7つのNHEKsを用いて、10 μM、100 μM、1 mM、10 mM、100 mMのATPにより
それぞれ刺激し、蛍光カルシウムイオン検出試薬である Fura-2 を用いて細胞内カルシウムイオン
濃度を測定した。Fura-2は、励起波長 340および 380 nm、蛍光波長約 510 nmで測定できる蛍光
カルシウム検出試薬であり、分子中のカルボキシル基にカルシウムイオンが結合すると、340 nmの
光によって励起される蛍光強度 (340 nm/510 nm)が増大し、逆に 380 nmの光によって励起される
蛍光強度 (380 nm/510 nm)は低下する。よって、340 nmおよび 380 nmの両波長の光によって励
起されたときの 510 nmの蛍光強度比 (340 nm/510 nm)/(380 nm/510 nm)は、細胞内カルシウムイ
オン濃度と相関することから、これにより測定が可能となる。Fig. 6に示したように、いずれのロットの
NHEKsにおいても ATP濃度 10 μMにより細胞内カルシウムイオンの上昇が認められ、100 μMの
ときに最大となることが判った。また、1 mM以上の ATP添加による細胞内カルシウムイオン濃度の
































Fig. 6 Increase of intracellular calcium concentration in ATP-stimulated NHEKs. 
Increases in intrtacellular calcium in NHEKs of seven strains were monitored by ratiometric Fura-2 
fluorescence (340 nm/380 nm). The maximum intracellular calcium increase was observed when cells 
were stimulated with 100 μM. 
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次に、細胞外ATPの皮膚免疫における役割の解明を目的として、ATP (100 μM)で 1時間刺激、
または未処理のNHEKsにおけるDNAマイクロアレイ解析を行った。なお、発現変動の認められた
遺伝子の絞り込みは、Fig. 7に示したストラテジーにて行った。 
ATP 2-fold up-regulated 
common genes 
Experiment 1 Experiment 2
Experiment 3
ATP 2-fold up-regulated genes 
(P<0.05, 67 genes)





Fig. 7 Identification strategy of up-regulated genes by extracellular ATP in NHEKs. 
 
まず、同じ実験を 3回繰り返し行い、mRNA発現量の平均値が未処理群と比較して 2倍以上増
加した遺伝子 336 個を選択した。次に、これらに対して Paired Student’s t-test を行い、有意差 
(P<0.05)の認められた遺伝子 67個を抽出した。一方、3回の実験全てに共通して未処理群の 2倍
以上発現が増加した遺伝子 44個を抽出し、これらと先の 67個のうち、共通する遺伝子 35個を抽
出した。3回いずれの実験においても 2倍以上発現が増加し、かつ有意差 (P<0.05)の認められた
合計 35個の遺伝子リストを Table 1にまとめた。これら 35個の遺伝子につき、Gene Ontology (GO)
データベース (http://www.geneontology.org/)を用いて、遺伝子の機能を分類した。各 GO termに
おいて選定された遺伝子は、Fischer’s exact testによる統計解析を行って有意差 (P<0.05)の認め
られたもの、すなわち、各GO termに分類される遺伝子群の存在が偶然ではないと判断されたもの
とした。 
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Table 1. List of genes significantly up-regulated by ATP-stimulated NHEKs. 
  Ratio
Average
Nuclear receptor subfamily 4A3 NR4A3 NM_173198 52.440 0.01
Nuclear receptor subfamily 4A1 NR4A1 NM_002135 49.328 0.00377
Interleukin 6 (interferon, beta 2) IL6 NM_000600 31.527 0.00293
Nuclear receptor subfamily 4A2 NR4A2 NM_006186 18.561 0.0107
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B FOSB NM_006732 14.454 0.0224
Activating transcription factor 3 ATF3 NM_004024 12.071 0.00327
Dual specificity phosphatase 1 DUSP1 NM_004417 10.902 0.00168
BG950086 BG950086 6.941 0.0125
Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 CXCL3 NM_002090 5.880 0.0094
Regulator of G-protein signalling 2, 24kDa RGS2 NM_002923 5.395 0.00537
V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog FOS NM_005252 4.709 0.0308
CDNA clone IMAGE:4689481 BC022398 BC022398 4.679 0.00173
Forkhead box A1 FOXA1 NM_004496 4.664 0.0199
Interleukin 20 IL20 NM_018724 4.656 0.0472
Serum/glucocorticoid regulated kinase SGK NM_005627 4.557 0.0403
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 MAP3K8 NM_005204 4.511 0.000538
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 CXCL2 NM_002089 4.481 0.00044
SNF1-like kinase SNF1LK NM_173354 4.072 0.0435
Neural precursor cell expressed NEDD9 NM_006403 3.495 0.00124
Hypothetical gene LOC400573 BC063383 3.296 0.000304
Cbp/p300-interacting transactivator CITED2 NM_006079 3.111 8.54E-05
CDNA clone IMAGE:4557810 AK131023 AK131023 3.030 0.00114
Hyaluronan and proteoglycan link protein 4 HAPLN4 NM_023002 3.024 0.0123
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 CXCL1 NM_001511 2.944 0.00492
ATG9 autophagy related 9 homolog B NOS3AS NM_173681 2.857 0.0103
TSC22 domain family, member 1 TSC22D1 NM_183422 2.799 0.000213
keratin pseudogene LOC339240 NR_001443 2.782 0.0127
Endothelin 1 EDN1 NM_001955 2.712 2.31E-07
AF079535 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 THC2338704 2.662 0.0126
Q9L015 (Q9L015) KHG/KDPG aldolase THC2376764 2.498 0.0409
GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle GEM NM_005261 2.475 0.00141
Unknown 2.463 0.000133
Rho family GTPase 3 RND3 NM_005168 2.453 0.00319
Unknown 2.372 0.0437
Mov10l1, Moloney leukemia virus 10-like 1 MOV10L1 NM_018995 2.351 0.0495
Description P -valueGenbankGene Symbol
 
 
その結果、inflammatory response (GO: 6954)、immune response (GO: 6955)および defense 
response (GO: 6952)など、免疫応答に関与する遺伝子が ATP刺激により上昇することが判明した 
(Table 2)。そればかりか、これらのGO termに含まれる遺伝子として、既に報告のある IL-6をはじめ
(42, 43)、新たに IL-20、CXCL1、CXCL2、CXCL3、GTP binding protein overexpressed in skeletal 
muscle (GEM)、ならびに V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homologue (V-fos)などの
免疫応答因子が誘導されることを見出した (Table 3)。 
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Table 2. Gene Ontology analysis of genes significantly up-regulated by ATP-stimulated NHEKs. 
GO:7582: physiological process 22 0.040000
GO:50794: regulation of cellular process 16 0.000030
GO:50789: regulation of biological process 16 0.000086
GO:51244: regulation of cellular physiological process 15 0.000059
GO:50791: regulation of physiological process 15 0.000094
GO:7165: signal transduction 14 0.000040
GO:7154: cell communication 14 0.000533
GO:31323: regulation of cellular metabolism 12 0.000211
GO:19222: regulation of metabolism 12 0.000297
GO:7275: development 11 0.000489
GO:6950: response to stress 10 0.000002
GO:50896: response to stimulus 10 0.000986
GO:7166: cell surface receptor linked signal transduction 9 0.000115
GO:19219: regulation of nucleobase 9 0.008960
GO:50874: organismal physiological process 8 0.009560
GO:6355: regulation of transcription, DNA-dependent 8 0.017800
GO:6351: transcription, DNA-dependent 8 0.020400
GO:45449: regulation of transcription 8 0.025400
GO:6350: transcription 8 0.031800
GO:9613: response to pest, pathogen or parasite 7 0.000004
GO:43207: response to external biotic stimulus 7 0.000007
GO:9605: response to external stimulus 7 0.000098
GO:6955: immune response 7 0.000210
GO:6952: defense response 7 0.000373
GO:9607: response to biotic stimulus 7 0.000475
GO:7242: intracellular signaling cascade 7 0.003300
GO:43412: biopolymer modification 7 0.022000
GO:6954: inflammatory response 6 0.000001
GO:9611: response to wounding 6 0.000038
GO:7186: G-protein coupled receptor protein signaling pathway 6 0.000509
GO:7049: cell cycle 6 0.001910
GO:6793: phosphorus metabolism 6 0.002740
GO:6796: phosphate metabolism 6 0.002740
GO:48523: negative regulation of cellular process 6 0.004290






さらに、同定された 35 個の遺伝子群の中に、cAMP response element binding protein 
(CREB)/ATFファミリーに属する ATF3が認められた。本遺伝子は、Table 2においては GO: 50794、
50789、31323、19219、6350 に含まれ、幅広い機能を有する転写活性因子の一つであり、ストレス
に応答して誘導されることが広く知られている(48, 49)。2007 年、Gilchrist らによるシステム生物学的
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手法を用いた解析により、本転写因子は Toll 様受容体 4 (TLR4)を介して活性化したマウスマクロ




















(55, 56)。一方、GEM と V-fos は免疫応答因子に分類されているものの、これらは様々なシグナル伝
達に関与しており、かつ非常に多くの機能を発揮するため、本研究における解析対象として取り扱
わないこととした。以上のように、今回、IL-6、IL-20、CXCL1、CXCL2、CXCL3 および ATF3 に着
目し、研究を進めることとした。 
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Table 3. Immune response genes significantly up-regulated in ATP-stimulated NHEKs. 
  
Exp 1 Exp 2 Exp 3 Average
Interleukin 6 IL6 NM_000600 28.128 24.105 46.218 31.527 0.00293
Activating transcription factor 3 ATF3 NM_004024 15.966 12.907 8.534 12.071 0.00327
Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 CXCL3 NM_002090 3.811 7.122 7.491 5.880 0.0094
V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene FOS NM_005252 6.325 2.574 6.416 4.709 0.0308
Interleukin 20 IL20 NM_018724 3.005 3.505 9.585 4.656 0.0472
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 CXCL2 NM_002089 3.637 4.646 5.324 4.481 0.0194
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 CXCL1 NM_001511 2.249 3.246 3.497 2.944 0.00492








次に、これまでに同定された ATP により誘導される IL-6、IL-20、CXCL1、CXCL2、CXCL3 およ
び ATF3 の mRNA 発現の DNA マイクロアレイのバリデーションおよび経時変化につき、TaqMan 
probeを用いた定量RT-PCR法を用いて解析することとした。すなわちATP (100 μM)刺激後 0、0.5、
1、1.5、2、3、6、12、24 時間における mRNA の発現を解析したところ、いずれの免疫応答因子も
ATP刺激 30分後において有意に発現誘導された。この変化は約 1時間後に最大となり、2時間後
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Fig. 8 The quantitative real-time RT-PCR verified the augmentation of mRNA expression of the 6 
genes in ATP-stimulated NHEKs suggested by DNA microarray.  
NHEKs were treated with 100 μM of ATP for different time periods. Total RNA was extracted at the 
indicated times and IL-6, IL-20, CXCL1, CXCL2, CXCL3 and ATF3 mRNA were examined by 
quantitative real-time RT-PCR. The mRNA expression by ATP-stimulated NHEKs was normalized using 
that of GAPDH. The ratio was demonstrated by the normalized mRNA expression by ATP-stimulated 
NHEKs divided by that of control cells (time 0). The data represent the mean ± S.E.M. (n=3). *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001 indicate a statistically significant difference in comparison to cells that were time 
0. 
 









さらに、IL-20は ATP刺激後 6時間以降に産生されるのに対し、IL-6は 1時間以降に産生が認め
られ、早い段階で産生されることが明らかとなった (Fig. 9A, B)。また、CXCL1は未処理群におい
ても時間依存的な産生が認められ、ATP刺激によるmRNAの誘導にも関わらず、その産生におい
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て有意な差は認められなかった (Fig. 9C)。 
 
Fig. 9 Time-dependent for the production of IL-6, IL-20 and CXCL1 on ATP-stimulated NHEKs.  
NHEKs were cultured in the presence or absence of 100 μM of ATP for indicated time periods. After 
culture, IL-6 (A), IL-20(B) and CXCL1(C) in the culture supernatant were measured by ELISA. Results 
are expressed as picograms/ml and represent the mean ± S.E.M. (n=3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
indicate a statistically significant difference in comparison to cells that were non-treated (Control). 
 
続いて、顕著な産生が認められたIL-6およびIL-20の産生に関し、ATP濃度依存性を検討した。 
その結果、両サイトカインともに10 μMと低濃度からの産生が認められ、特に100 μMおよび300 μM





















ては約6.4倍であった。興味深いことに、IL-20の産生量 (693.3 ± 47.6 pg/ml)はIL-6の産生量 
(57.3 ± 8.3 pg/ml)の約10倍であった。また、UTPはヒト不死化表皮細胞株HaCaT(59)においてIL-6
産生を促進することが報告されているものの(43)、本検討においてはIL-6およびIL-20の産生はほと





次に、非選択的P2X/P2Y受容体アンタゴニストであるPPADS (0.1 mM、1 mM)、ならびに広範囲
なP2受容体アンタゴニストのsuramin (0.1 mM、1 mM)を用いて、IL-6、IL-20およびCXCL1の産生
阻害につき検討を加えた。その結果、両アンタゴニストともにIL-6、IL-20およびCXCL1の産生を阻
害した (Fig. 11A, B, C)。また、IL-20およびCXCL1の産生阻害は0.1 mM PPADSでは認められず、
1 mM PPADSにおいて有意な阻害を呈した (Fig. 11B, C)。 
Fig. 10 Concentration-dependent for the release of IL-6 and IL-20 
from ATP-stimulated NHEKs 
NHEKs were stimulated with a various concentration of ATP for 24 h. 
The culture supernatants were measured for IL-6 (A) and IL-20 (B) by 
ELISA. Results are expressed as picograms/ml and represent the mean ± 
S.E.M. (n=3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 indicate a statistically 
significant difference in comparison to cells that were non-treated 
(concentration 0 μM). 





Fig. 11 Extracellular nucleotides augmented the production of IL-6, IL-20 and CXCL1 in NHEKs. 
NHEKs were stimulated with 100 μM of ATP, ATPγS, ADP or UTP for 24 h. After culture, IL-6 (A), 
IL-20 (B), and CXCL1 (C) in the culture supernatants were measured by ELISA. To examine the effects 
of P2 receptor agonists, ATP-stimulated NHEKs were treated with 0.1 mM and 1.0 mM of P2 receptor 
antagonist suramin or PPADS 15 min before and during ATP treatment. The data are the mean ± S.E.M. 
(n=3). *P<0.05, **P<0.01 indicate a statistically significant difference in comparison to cells that were 
non-treated (Control). #P<0.01 and ##P<0.001 indicate a statistically significant difference in comparison 
to cells that were treated with 100 μM of ATP. 


























化を受けたCREBは核内へと移行した後、プロモーター領域の一つであるCRE (cAMP responsive 





引き続き、ATP 刺激が発現亢進することが初めて明らかとなった ATF3 のタンパク質レベルにお
ける発現のタイミングを精査するため、その発現変動を経時的に追跡することとした。ATP 刺激後、
0、0.5、1、2、4、8、12、24時間におけるATF3の発現解析を行ったところ、ATF3の発現は、ATP刺
激 1 時間から 4 時間後に亢進し、以降、時間の経過とともに徐々に減弱する傾向が認められた 














Fig. 12 Extracellular ATP induced ATF3 expression. 
NHEKs were stimulated with 100 μM of ATP for indicated time periods. (A) A representative western 
blotting from three independent experiments is shown. (B) The ATF3/β-actin ratios were determined 
as fold increase compared with control (time 0). The intensity of the corresponding ATF3 bands was 
analyzed using densitometry. The data are the mean ± S.E.M. (n=3). *P<0.05 indicates a statistically 
significant difference in comparison to cells that were time 0. 
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第 3章  NHEKsにおいて ATP刺激により活性化される STAT3のリン酸化機構の解明 
 
3-1  序論 
 
第 2章の結果から、細胞外 ATP刺激は、NHEKsにおいて IL-6 と IL-20の産生を促進すること
が明らかとなった。ヒト表皮細胞には IL-6および IL-20受容体が発現しており(64, 65)、これらのサイト
カインは、パラクリンまたはオートクリン作用により、各々の受容体を介して JAK を活性化させること
により、STAT3をリン酸化することが知られている(12, 13, 19, 66)。これらサイトカインによる STAT3のリン
酸化反応経路は JAK-STAT 経路と呼ばれ、STAT3 による標的遺伝子の発現に重要な役割を担っ
ている。 





ること(8, 9, 11-13)を併せ考えると、ATP刺激によりヒト表皮細胞で産生された IL-6や IL-20が、STAT3
のリン酸化に関与しているものと考えられた。そこで、本章では、ATP 刺激した NHEKs における
STAT3のリン酸化を精査するとともに、その機構を明らかにすることを企てた。 
 
3-2  ATP刺激により亢進するリン酸化 STAT3の経時変化解析 
 
まず、ATP (100 μM)刺激したNHEKs中のリン酸化 STAT3の経時的変化につき、ウエスタンブロ
ット解析により検討した。その結果、ATP 刺激後 1 時間から 2 時間 (第一相)でリン酸化 STAT3 の
発現亢進が認められ (約 79 kDa)、4時間から 8時間において一旦減弱した後、12時間から 24時
間後 (第二相)に再度リン酸化が亢進する二相性の変動が認められた (Fig. 13A, B)。リン酸化反
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応の亢進が二相性の挙動を示すことについて、その詳細な機構は不明であるが、NHEKs におけ





Fig. 13 Extracellular ATP induced biphasic activation of STAT3 in NHEKs. 
NHEKs were stimulated with 100 μM of ATP for indicated time periods. (A) A representative western 
blotting from three independent experiments was demonstrated. (B) The phospho-STAT3/total STAT3 
ratios were determined as fold stimulation compared with time 0. The intensity of the corresponding 
phospho-STAT3 bands was analyzed using densitometry and the data from three experiments were 
summarized and presented as the mean ± S.E.M. (n=3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 indicate a 
statistically significant difference in comparison to cells that were time 0. 
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本検討に用いた anti-IL-6 antibody (anti-IL-6)の濃度設定は第 5 章の記述に従って行い、5 
μg/ml とした。また、suramin の濃度はサイトカイン、ケモカインの産生を顕著に抑制した 1 mM とし




Fig. 14B, Cには ATP単独、または ATP とコントロール抗体 (IgG)、anti-IL-6および suraminそれ
ぞれを添加した 2時間後の STAT3のリン酸化の発現をウエスタンブロットを用いて解析した結果を
示した。ATP 単独刺激群、IgG を添加した ATP 刺激群において、未処理群に対して約 3 倍のリン
酸化の亢進が認められた。また、anti-IL-6 を添加した ATP 刺激群において、STAT3 のリン酸化の
亢進は抑制されず、他の刺激群と同等のリン酸化の亢進が認められた。これに対し、suramin を添
加した ATP 刺激群において、ATP 単独刺激群と比較して、リン酸化 STAT3 の発現は約 29%まで
低下した。 
これらの結果から、第一相目のリン酸化はIL-6によるパラクリン作用ではなく、P2受容体を直接
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介した反応である可能性が推察された。最近、ラット皮質星状細胞において、細胞外ATP刺激によ
り、P2受容体/extracellular signal-regulated protein kinases (ERK1/2)を介したSTAT3のリン酸化反









Fig. 14 Effects of anti-IL-6 antibody or P2 receptor antagonist, suramin on phosphorylation of 
STAT3 in NHEKs. 
NHEKs were stimulated with 100 μM of ATP in the presence or absence of anti-IL-6 or suramin for 2 h. 
(A) A representative western blotting from three independent experiments was demonstrated. (B) NHEKs 
were stimulated with 100 μM of ATP in the presence or absence of anti-IL-6, IgG or suramin for 2 h. (C) 
The intensity of the corresponding phospho-STAT3 and total STAT3 bands was analyzed using 
densitometry. The data expressed as fold stimulation compared with non-treated were summarized from 
three independent experiments and presented as the mean ± S.E.M. (n=3) *P<0.05, **P<0.01 indicate a 
statistically significant difference in comparison to cells that were non-treated. #P<0.01 indicates a 
statistically significant difference in comparison to cells that were treated with 100 μM of ATP. 
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次に、第二相目のリン酸化反応機構の解明を企てた。本リン酸化反応は、細胞外 ATP によって
産生された IL-6や IL-20がパラクリン作用によって伝達したシグナルに基づく可能性が考えられた。
そこで、STAT3 のリン酸化に対するこれらのサイトカインの寄与を確認するため、IL-6 および IL-20
の中和抗体 (anti-IL-6、anti-IL-20)、および suramin を添加し、ATP (100 μM)刺激 24 時間後の















Fig. 15 Only anti-IL-6, but not anti-IL-20 significantly suppressed phosphorylation of STAT3 in 
NHEKs stimulated with ATP for 24 h.  
(A) A representative western blotting from three independent experiments is shown. (B) The intensity of 
the corresponding phospho-STAT3 and total STAT3 bands was analyzed using densitometry. The ratio of 
the densitometry intensity for phospho-STAT3/total STAT3 was calculated for each treatment. The data 
expressed as fold stimulation compared with non-treated control were summarized from three 
independent experiments and presented as the mean ± S.E.M. (n=3). *P<0.01 indicates a statistically 
significant difference in comparison to cells that were non-treated. #P<0.01 and ##P<0.005 indicate a 
statistically significant difference in comparison to cells that were treated with 100 μM of ATP, or 100 
μM of ATP and IgG. 
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anti-IL-20 (5 μg/mL)のみを添加したとき、STAT3 のリン酸化に対する抑制は認められなかった 
(Fig. 15A、B)。 
これらの結果から、NHEKsにおける細胞外 ATP刺激による STAT3のリン酸化には、ATPによっ




すなわち IL-20受容体 αおよび IL-22受容体 α1の発現レベルが低いことが報告された(13)。このこ
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Fig. 16 Schematic diagram of aggravation of psoriasis by extracellular ATP. 
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5-1  試薬 
 
試薬は主に特級試薬を購入した。ATPはGE Healthcare (UK Ltd, Buckinghamshire, England)よ
り購入した。ATPγS、ADP、UTP、suramin、PPADSはSigma-Aldrich (St Louis, MO)から購入した。
Monoclonal anti-human IL-6 antibody、anti-human IL-20 antibody及びELISA kit (QuantikineR)は
R&D systems (Minneapolis, MN)より購入した。 
 
5-2  各種共通実験 
 
細胞培養及び培養条件 
NHEKsはKurabo (Osaka, Japan)より購入した新生児包皮細胞を使用した。NHEKsの培養は 75 
cm
2フラスコを用い、表皮角化細胞基礎培地 (HuMedia-KB2; Kurabo)に 10 μg/mL インスリン、0.1 
ng/mL ヒト組換え型上皮成長因子、0.4% (v/v) ウシ脳下垂体抽出液、0.5 μg/mL ハイドロコーチ
ゾン、50 μg/mL ゲンタマイシン、50 ng/mL アンフォテリシン Bを添加して調製した表皮角化細胞
増殖用無血清培地 (HuMedia-KG2)を用いて 5% CO2、37°C 飽和水蒸気圧下で行った。培地は
細胞密度が低いときは 1 日置きに交換し、細胞密度が約 40%以上に到達した際、毎日交換した。









培養細胞からのTotal RNAの分離および抽出はRNeasy Mini kit (Qiagen, Santa Clarita, CA)を
用いて行った。操作手順についてはメーカーから供与されたプロトコールに従い、抽出したTotal 
RNAはOD260により定量した。また、Total RNAはRNA 6000 Nano KitおよびAgilent 2100 










Total RNAは、コントロールまたはATP (100 μM)刺激1時間後のものを使用した。また、抽出・精製
したTotal RNAを用いた二本鎖cDNA合成およびCyanine-3 (Cy3)標識cRNA合成にはCyanine-3 
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Total RNA   500 ng 
T7-promoter primer  1.2 μL 
Internal control (3rd Dilution) 5.0 μL 
Distilled Water (Invitrogen） variable 
                                        
Total          11.5 μL 
次にcDNA合成Master Mixtureを以下のように調製し、前述の反応液に8.5 μL加え、計20 μLとし
40˚Cで2時間インキュベートし、MMLV-RT*を失活させて二本鎖cDNAの合成を終了した。 
 
5 × First strand buffer  4.0 μL 
100 mM DTT   2.0 μL 
10 mM dNTP   5.0 μL 
MMLV-RT*   1.0 μL 
RNase inhibitor    0.5 μL 
                                        
Total    8.5 μL 
 
*MMLV-RT; Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcription enzyme 
 
続いて合成した二本鎖cDNAを鋳型とし、蛍光色素であるCy3-CTPを含む反応液、すなわち
Transcription Master Mixを以下のように調製し、前述の反応液に60 μL加え、計80 μLとし遮光下、
40˚Cで2時間インキュベートした (in vitro transcription reaction)。 
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Distilled Water (Invitrogen) 15.3 μL 
4 × Transcription buffer  20.0 μL 
100 mM DTT    6.0 μL 
NTP     8.0 μL 
50% Polyethylene glycol   6.4 μL 
RNase inhibitor      0.5 μL 
Inorgenic pyrophosphatase   0.6 μL 
T7 RNA polymerase   0.8 μL 
Cy3-CTP     2.4 μL 
                                        
Total    60.0 μL 
 
増幅および合成が終了したCy3標識cRNAはRNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて精製し、30 μL





1.5 μgのCy3標識cRNAにBlocking agent、Fragmentation Buffer (Agilent Technologies)を加え、
遮光下60˚Cで30分間インキュベートを行い、100 bp程度に断片化した。その後、界面活性剤 
(Gene Expression Buffer HI-RPM; Agilent technologies)を加えて反応を停止させ、スピンダウンし
て直ちにハイブリダイゼーションに使用した。 
ハイブリダイズはマイクロアレイスライド (44K Whole Human Genome*; Agilent technologies)を
用いて65˚Cで17時間行い、終了後直ちに洗浄し乾燥させた。洗浄などのプロトコールはメーカー
から供与されたものに従った。 
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洗浄、乾燥が終了したマイクロアレイスライドは、Agilent DNA Microarray Scannerを用いてスキ
ャンした。また、得られたTiff画像からFeature Extraction version 9.5.3 (Agilent technologies)を用い
て、バックグラウンド減算などを行い、最終的なシグナル強度 (Processed Signal)を算出した。 
 
*44K Whole Human Genome; Probe数45,015個 (うち41,000個が生物学的Probe) 
 
＜DNAマイクロアレイ解析方法＞ 
 DNAマイクロアレイから得られたデータは、GeneSpring GX 7.3.1 (Agilent technologies)を用いて
解析した。 



































































Gene Ontology (http://www.geneontology.org/) 
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定量RT-PCR 
Total RNAに対する逆転写反応は、TaKaRa RNA PCR kit (AMV) Ver.3.0 (Takara, Otsu, Japan)
を用いて行った。すなわち、反応溶液を以下のように調製し、反応は42˚Cで45分、99˚Cで5分を1サ
イクルで行い、その後 4˚C に急冷してcDNAを合成した。 
 
Total RNA   1.0 µg 
25 mM MgCl2   4.0 µL 
10 × PCR buffer   2.0 µL 
Oligo dT-adoptor primer   1.0 µL 
10 mM dNTP mixture   2.0 µL 
RNase inhibitor    0.5 µL 
AMV reverse transcriptase  1.0 µL 
RNase-free water   variable 
                                        
Total          20.0 μL 
 
続いて、得られたcDNAを鋳型として定量RT-PCRを行った。本反応は、Mx 3000P Real Time 
Quantitative PCR System (Stratagene, Santa Clara, CA)を使用した。すなわち、反応溶液を以下の
ように調製し、反応条件として95°C で2分の熱変性を行った後、95°C で5秒、60°C で20秒の反
応を40サイクル行い、4°C に急冷した。 
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RNase free water   9.825 µL 
20 µM Forward primer    0.5 µL 
20 µM Reverse primer    0.5 µL 
2 µM Reference Dye    0.375 µL 
5 μM TaqMan probe    0.3 μL 
2 × Brilliant II Fast QPCR Master Mix      12.5 μL 
cDNA     1.0 µL  
                                               
Total           25.0 μL 
mRNAの発現レベルは、ΔΔCt法(73)を用いてそれぞれの遺伝子、時間においてGAPDHで標準
化を行い算出した。 
また、標的遺伝子の各プライマー及びTaqMan probeの設計はPrimer Express 1.0 softwareで行
い (PCR product size: 50-150 bp; primer size: 15-25 bp; Tm: 58°C to 60°C)、SIGMA GENOSYS 
(Ishikari, Japan)より購入したものを使用した。以下に各プライマーおよびTaqMan probeを示す。 
 
Specific primers used for the quantitative RT-PCR 







GAPDH 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3' 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'  
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細胞を6ウェルプレートに3.0 × 104 cells/wellの密度で2 mLのHuMedia-KG2に播種し、3日間培
養した後、4日目にハイドロコーチゾンを除いたHuMedia-KG2に置換した。24時間後、新しい同培
地に交換しATP、ATPγS、ADP、UTPをそれぞれ100 μM添加した後、24時間インキュベーションし














  39 
タンパク質調製とウエスタンブロット解析 
NHEKsよりタンパク質を調製した。すなわち、細胞を1 mM バナジウム酸塩  (Wako Pure 
Chemical Industries, Osaka, Japan)を含む氷冷phosphate buffered saline (PBS)にて二回洗浄後、細
胞可溶化液 (0.5 M Tris-HCl pH 6.8)、10% SDS、20% グリセロール、1 × プロテアーゼインヒビタ
ーカクテル (Complete, Mini; Roche, Basel, Switzerland)、0.2% ブロモフェノールブルー）を添加し、
スクレイパーにて細胞を可溶化した。次に1.5 mLエッペンドルフチューブに移し15秒間ボルテック
スした後、100°Cで5分間加熱した。4˚C、15,000 × g、5分間遠心した後、上清を新しい1.5 mLエッ
ペンドルフチューブに移し、-80˚Cにて保存した。タンパク定量はBSAをスタンダードとし、BCA 
protein assay (Thermo Scientific, Rockford, IL)を用いて行った。 
調製したタンパク質25 μg/laneに対して2-メルカプトエタノールを終濃度10%になるように添加し、
100˚C で5分間インキュベートしてタンパク質を変性させた後、10-20% ポリアクリルアミドゲル 
(ATTO, Tokyo, Japan)にて20 mA/gelで80分間泳動した。次に、polyvinylidene difluoride (PVDF)
膜 (Bio-Rad, Hercules, CA)に100 Vで1時間転写した後、5% nonfat dried milk (Cell Signaling 
Technology, Beverly, MA, USA)を含む1 × TBST (20 mM Tris-HCl pH 7.6、0.1% Tween 20)で室
温にて1時間振盪し、ブロッキングした。続いて1 × TBSTにて5分間1回洗浄した。一次抗体は、5% 
BSAを含む1 × TBSTで1000倍希釈したphospho-tyr705-STAT3 antibody、及び total STAT3 
antibody (Cell Signaling Technology)、ならびにCan Get Signal Solution 1 (TOYOBO, Osaka, 
Japan)で 1000倍希釈したAnti-ATF3 (ATLAS, Stockholm, Sweden)、Anti-β-Actin (mouse) 
(Sigma-Aldrich)を加えて4˚Cで一晩反応させた。 
1 × TBSTにて15分間3回洗浄後、二次抗体にはCan Get Signal Solution 2 (TOYOBO)で2000倍
希釈したAnti-rabbit IgG, HRP-linked AntibodyまたはAnti-mouse HRP-linked Antibody (Cell 
Signaling Technology)を用いて室温で１時間反応させた。1 × TBSTで10分間3回洗浄後、基質とし
てLumiGLOR chemiluminescent reagent (Cell Signaling Technology)を加えて化学発光させ、
LAS-1000 (Fujifilm, Tokyo, Japan)にて検出した。マーカーとしてBiotinylated Protein Ladder 
Detection Pack (Cell Signaling Technology)を用いた。 
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サイトカインの生理活性中和実験 
同操作にて細胞を播種、培養後、Monoclonal anti-human IL-6 antibody、anti-human IL-20 








 DNAマイクロアレイを除く各実験で得られたデータは、mean ± S.E.M.で表した。また、
二群間の統計解析に基づく差異は、Student’s t-test (両側)によって決定した。二群間以上、す
なわち多群間における統計解析における差異は、Dunnet’s multiple comparison testによって決
定した。また、P<0.05は統計学的に有意であると見なした。 
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